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摘要 : 本 文 以 华北 大 黑 鲁 金龟 Holotrichia oblita 中 肠 为 材料 ,依据 Stratagene 公司 文库 构建 试剂 盒 方法 ,构建 其 中 肠 
cDNA 表达 文库 ,该 文库 滴 度 为 1.9 x 10°pfu/mL, 重 组 率 为 99.97% 。 依 据 现 代 免 疫 学 原理 ,利用 棉铃 虫 Helicoverpa 
armigera HR REH Ze ve Fe pu MA ori e xc Pe. ,得 到 两 个 编码 华北 大 黑 鳃 金龟 围 食 膜 蛋白 的 cDNA 克隆 Ho-Peritrophinl 
与 Ho-Peritrophin2 ,其 cDNA 长 分 别 为 2 385 bp 和 1 633 bp, Æ polyA 末端 上 游 各 有 3 个 多 聚 腺 昔 酸 信号 序列 
AATAAA ,最 长 开放 阅读 框 C(ORF ) 分 别 编码 729 个 和 477 个 氨基 酸 , 与 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni CBP2 (chitin binding 
protein 2) 的 相似 性 最 高 ,分 别 为 21.9% 和 19. 196 。 结 构 域 分 析 表 明 , Ho-Peritrophinl 5j Ho-Peritrophin2 分 别 具 有 9 
个 和 6 个 几 耳 质 结合 功能 域 ,只 含有 较 少 的 0- 糖 基 化 位 点 , 不合 有 类 烙 蛋 白 结构 域 。 胰 蛋白 酶 和 胰 凝 乳 蛋白 酶 对 
两 种 蛋 白 的 作用 位 点 主要 位 于 几 丁 质 结合 功能 域 (chitin binding domain, CBD) 内 部 ,而 因 受 几 丁 质 结合 功能 域 保 
护 , 这 两 种 蛋白 能 够 抵抗 这 些 和 蛋白 酶 的 降解 。 与 正常 CBD 比较 ,这 两 种 蛋白 C 端的 CBD 只 含有 4 个 Cys, 只 在 第 1 
与 第 3、 第 4 与 第 5 个 Cys 之 间 形 成 两 对 二 硫 键 ,缺少 由 第 2 与 第 6 个 Cys 形成 的 二 硫 键 。 推 测 其 N 端 还 应 包括 信 
号 肽 序列 和 几 丁 质 结合 功能 域 的 未 知 序列 。 
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Molecular cloning and sequencing of cDNAs of two peritrophic membrane 


proteins from Holotrichia oblita ( Coleoptera: Melolonthidae ) 
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Abstract: Peritrophic membrane ( PM) proteins of a coleopteran insect Holotrichia oblita were studied by 
constructing a H. oblita larval midgut cDNA expression library with the cDNA Synthesis Kit of Stratagene 
Company and screening with a PM protein polyclonal antiserum from Helicoverpa armigera according to 
the theory of modern immunology. The titer of the primary cDNA expression library was 1.9 x 10° pfu/mL 
and the recombination rate was 99. 9796. Two positive cDNA clones named Ho-Peritrophinl and Ho- 
Peritrophin2 , with the sizes of 2 385 and 1 633 bp, were screened and sequenced from the library, 
respectively. The longest open reading frame of Ho-Peritrophinl and Ho-Peritrophin2 coded for 729 and 
477 amino acids respectively, both of which showed the highest similarity to CBP2 of Trichoplusia ni, 
though their similarities to the latter were only 21. 996 and 19. 196 , respectively. Ho-Peritrophinl and 
Ho-Peritrophin2 contained nine and six chitin binding domains ( CBDs) respectively with a little O-linked 
glycosylation sites and no mucin-like domain was found in the two protein sequences. The cleavage sites 
of trypsin and chymotrypsin are mainly located inside CBDs of the Ho-Peritrophinl and Ho-Peritrophin2 , 


but the two proteins are protected by the intradomain disulfide bonds, so they can resist the enzymes and 
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exert physiological function in the midgut. Compared with the normal CBD, the CBD of carboxylic 


terminal of the two proteins contains only four cysteines, which form two pairs of disulfide bonds between 
the 1st and 3rd cysteines and the 4th and 5th cysteines, lacking the one between the 2nd and 6th 


cysteines. It is inferred that there are one signal peptide and unknown CBDs in the N end of Ho- 


Peritrophinl and Ho-Peritrophin2 respectively and these require further study. 
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sequence analysis 


FE| £t B ( peritrophic membrane, PM) 是 位 于 昆虫 
TH XE PHI E28 2] RA] — JF 8:38:35] 5 B] EE EA 28 
膜 ,具有 保护 中 肠 上 皮 细 胞 、 阻止 有 害 物 质 进 入 和 大 
助 消化 等 多 种 功能 (Lehane，1997; Tellam and 
Eisemann, 2000 ; Bolognesi et al., 2001) , 它 主 要 由 
EHAE HIMU] EHR, PM. EE AX EUL T Pii 
合 功能 域 ,与 几 丁 质 以 共 价 或 非 共 价 键 形式 结合 成 
致密 的 网 状 结构 (Wang and Granados, 2001) , i5 
为 止 ,人 们 已 经 对 鳝 翅 目 ( 粉 纹 夜 巍 Trichoplusia ni, 
J/N R Plutella xylostella A ER Manduca sexta 
SE) UH H CH] SER. Lucilia cuprina, X) EG MV T $ 
Anopheles gambiae $$). Ep XH E] ( V HR Locusta 
migratoria 5E ). dE WE Ej (Æ Y K I Periplaneta 
amencana ) 等 昆虫 的 PM 和 蛋白 进行 了 相关 人 研究 ,发 现 
了 近 20 种 PM Æ H (Shen and Jacobs-Lorena, 1998; 
Sarauer et al., 2003; Tellam et al., 2003; Wang et al., 
2004; Guo et al., 2005) ,它们 具有 不 同 的 几 了 丁 质 结 
合 活性 ,这 对 于 保护 PM, 防止 病原 物 侵 入 中 肠 、 促 
进 昆 虫 消化 食物 并 维持 PM 结构 具有 重要 作用 。 目 
前 ,人 们 已 经 发 现 了 多 种 生物 防治 促进 因子 如 昆虫 
Jo SEI CS EL JL T EIE E638 EASRURUP NURSES R 
等 ,它们 通过 与 PM 上 特异 位 点 的 结合 ,破坏 PM 2 
构 , 促 进 病 原 微 生物 对 害虫 的 感染 (Wang and 
Granados, 2001; 9p 3E 55 55 2003), AJE, PM 成 为 
害虫 生物 防治 的 淤 在 的 新 靶 标 。 

金龟 子 (幼虫 俗称 螃 量 ) 是 鞘翅 目 昆 虫 中 庞大 的 
类 群 之 一 ,也 是 国内 外 公认 的 难 防 治 的 土 栖 性 害虫 。 
据 近 20 年 来 的 大 量 调查 ,其 危害 已 居 各 类 地 下 害虫 
之 首 , 占 地 下 害虫 总 虫 量 的 8096 EJ E GS B SERIE Bs] 
栋 ,2005 ) ,严重 危害 花生 、 甘 暮 等 作物 ,造成 大 面积 减 
PE ,部 分 地 块 减产 5096 以 上 ,有 的 地 块 甚至 绝收 ( 王 
两 丽 和 王 洪 亮 ,2006) 。 虹 晴 在 土 中 取 食 植物 地 下 部 
分 ,并 把 周围 的 土壤 颗粒 、 病 原 微生物 等 物质 一 同市 
入 消化 道中 ,因此 PM 对 暗 旱 的 生长 发 育 具有 重要 的 
EH WIEHE PM 有恒 日 的 结构 功能 ,对 于 以 PM 为 
害虫 生物 防治 的 新 靶 标 具有 重要 意义 。 本 人 研究 室 对 


华北 大 黑 鲁 金龟 Holotrichia oblita PM 的 结构 和 组 成 
进行 了 人 研究 ,发 现 其 PM 韧性 较 差 ,是 一 类 独特 的 PM 
( 李 帅 等 ,2008) ,本 文 在 此 基础 上 以 华北 大 黑 鳃 金色 
为 材料 通过 中 肠 cDNA 文库 的 构建 和 筛选 ,来 研究 鞘 
H HER PM 和 蛋 日 ,对 于 明确 PM 结构 和 功能 ,完善 屁 
虫 PM 理论 ,并 以 暗 旱 PM 生日 为 靶 标 研制 新 的 生日 
杀 虫 剂 具有 重要 的 意义 。 


1 材料 和 方法 


1.1 试 虫 与 试剂 
1.1.1 供 试 昆虫 :本 实验 室 饲育 的 华北 大 黑 鳃 金鱼 
3 龄 幼虫 。 
1.1.2 试剂 及 培养 基 : Oligotex mRNA Kit 和 
RNeasy Mini Kit 购 自 Qiagen 公司 , ZAP-cDNA® 
Synthesis Kit 和 ZAP-cDNA® Gigapack® III Gold 
Cloning Kit I Ñ Stratagene 公司 。 

棉铃 虫 PM 和 蛋 日 多 克隆 抗体 由 本 实验 室 自 行 制 
备 , anti-rabbit IgG ( alkaline phosphatase conjugate 
antibody developed in goat) ( Sigma) 购 自 博士 德 生 物 
工程 有 限 公 司 。 

培养 基 :LB Broth, LB Agar, NZY Broth, NZY 
Agar, NZY To PAgar,LB with Supplements 参见 ZAP- 
cDNA Gigapack® III Gold Cloning Kit 说 明 书 。 
1.2. 华北 大 黑 鳃 金龟 中 肠 组 织 总 RNA 和 mRNA 
的 提取 

解 训 华 北大 黑 鲁 金龟 3 龄 幼虫 的 消化 道 , 放 入 
RSS ZE nifi ( Rinaldini’ s solution) 内 ,小心 除 去 马 氏 
E- PM 及 其 肠 内 容 物 , 将 中 肠 装 入 1.5 mL 离心 管 
中 ,参照 RNeasy Mini Kit 说 明 书 提取 总 RNA ,经 电 
泳 检 测 后 ,参照 Oligotex mRNA Mini Kit 的 说 明 书 获 
得 并 纯化 mRNA。 
1.3 cDNA 的 合成 

参照 cDNA Synthesis Kit 说 明 书 ,完成 cDNA 的 
合成 。 在 合成 cDNA 的 第 一 链 和 第 二 链 后 分 别 用 
1. 1% TBE 珠 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 cDNA 第 一 、 二 链 的 
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分 子 量 大 小 。 然 后 加 EcoR I 接头 ,用 Xho IRH, 
经 过 CL-2B 凝 胶 柱 层 析 ,收集 cDNA Fr Be, 
1. 4 cDNA 与 入 噬菌体 载体 连接 .体外 包 闭 和文 
库 的 扩 增 

按照 ZAP-cDNA Synthesis Kit 的 说 明 ,在 工 DNA 
连接 酶 作用 下 ,将 已 定量 的 cDNA 定 癌 连接 到 经 
Xho | / EcoR I 消化 的 Uni-ZA PXR 载体 上 ,12% Jc 
应 过 夜 。 按 试剂 盒 说 明 方 法 进行 体外 包装 ,感染 大 
肠 杆菌 XLI-Blue MRF’ 细胞 ,最 后 进行 滴 度 测定 , 蓝 
白斑 筛选 以 及 文库 扩 增 。 
1.5 cDNA 文库 的 筛选 

参照 pico Blue ”Immunoscreening Kit (Stratagene, 
La Jolla, CA ) 操 作 手 册 , 用 棉铃 虫 PM 重 日 多 元 隆 搞 
体 从 cDNA RANEH ih PM 和 蛋白 基因 cDNA à 
隆 。 第 一 轮 筛选 按照 每 15 cm 培养 和 有 50 000 个 
左右 鸣 戎 斑 进 行 高 密度 入 选 ,然后 选取 阳性 只 确 斑 
进行 第 二 轮 低 密度 的 筛选 ,使 每 9 cm 培养 四 有 100 
^ Zh PR DE , ce 6 BUS — $6 ti 2c BJ FH PE TR PRI DE , 
依据 ZAP-cDNA Gigapack Cloning Kit 操作 步骤 ,应 
用 ExAssist? Interference-resistant Helper Phage 将 
pBluescript? SK(-) phagemid 进行 切除 。 
1.6 DNA 的 测序 及 序列 分 析 

将 选取 的 cDNA. 阳性 元 隆 按 碱 抽 提 法 提取 质 
PE, JH Xho I / EcoR I 限制 性 内 切 酶 进行 切割 ,鉴定 
插入 片段 的 大 小 ,并 进行 限制 性 酶 切 分 析 , 选 取 酶 切 
产物 不 同 的 区 隆 由 上 海 生 工 进行 T3 和 T7 引物 双 问 
测序 。 使 用 DNAMAN 软件 包 和 BLAST 数据 库 搜 索 
程序 进行 DNA 和 氮 基 酸 序列 分 析 ,进化 树 构建 和 数 
据 库 搜索 。 结 构 域 分 析 使 用 http://www. expasy. 
org/ prosite/ ( Shi et al., 2004) , 糖 基 化 位 点 预测 使 用 
http://www. cbs. dtu. dk/services/NetNGlyc 1.0/; 
http://www. cbs. dtu. dk/services/ NetOGlyc3. 17, 


2 结果 与 分 析 


2.1 肠 cDNA 文库 的 构建 

应 用 RNeasy Mini Kit 和 Oligotex mRNA Mini Kit 
成 功 提 取 了 华北 大 黑 鳃 金龟 中 肠 组 织 总 RNA 和 
mRNA ,利用 cDNA Synthesis Kit 合成 的 cDNA 第 一 
链 大 小 为 700 ~ 10 000 bp, cDNA 第 二 链 主要 分 布 在 
300 ~4 500 bp ,在 600 ~2 000 bp 处 cDNA 亮度 较 高 
呈 弥 散 状 条 带 。 经 体外 包装 得 到 初级 cDNA 文库 平 
均 滴 度 为 1. 9 x 10 pfu/mL, 蓝 白 斑 测 定 重 组 率 为 
99.97% ,文库 扩 增 后 滴 度 为 1.4 x 10^ pfu/mL, 


2.2 PM 蛋白 cDNA 克隆 的 筛选 

利用 根 铃 虫 PM ZEE EDA , fft doe Jb 
黑 鲁 金龟 中 肠 cDNA 表达 文库 ,获取 168 个 阳性 元 
隆 , 用 Helper Phage 进行 体外 切除 、 测 序 。 将 获得 的 
序列 通过 BLAST (http: //www. nebi. nlm. nih. gov/ 
balst) 进行 相似 性 分 析 。 第 选 得 到 两 个 克隆 ,分 别 命 
名 为 Ho-Peritrophin] 和 Ho-Peritrophin2 ,其 插入 片段 
分 别 为 2385 和 1 633 个 碱 基 , 含 终止 密码 子 TAA, 
Ho-Peritrophinl 与 Ho-Peritrophin2 分 别 在 polyA 末端 
上 游 10,67,78 bp 以 及 11,68,79 bp 处 各 有 -一 个 多 
聚 腺 苷 酸 信 和 号 序列 AATAAA ,这 与 TnIIM22 的 多 聚 
Beer RA aC HUI] Wang and Granados, 1997) 。 
Ho-Peritrophinl 最 长 开放 阅读 框 (ORF ) 编码 729 个 
AER, YE UH DA SUB PM 和 蛋 日 中 与 粉 纹 夜 蛾 
CBP2 相似 性 最 高 , 为 21. 9% ,其 核酸 序列 在 
GenBank 登录 号 为 FJ393548 ; Ho-Peritrophin2 最 长 开 
放 阅 读 框 编码 477 个 氨 基 酸 ,在 所 有 已 发 现 的 围 食 
膜 蛋 白 中 与 粉 纹 夜 蛾 CBP2 相似 性 最 高 ,为 19. 196 , 
其 核酸 序列 在 GenBank 登录 号 为 FJ393549 (图 1) 。 
2.3 Ho-Peritrophin 几 丁 质 结合 功能 域 及 其 糖 基 
化 位 点 分 析 

结构 域 分 析 表 明 Ho-Peritrophinl 具有 9 个 几 丁 
质 结 合 功能 域 (chitin binding domain, CBD ) , Ho- 
Peritrophin2 具有 6 个 CBD ,分 别 被 由 22 ~28 个 氨基 
酸 组 成 的 间隔 区 (spacer) 分 开 ,N 端 未 发 现 信号 肽 。 
在 Ho-Peritrophinl 的 1~8 个 CBD 以 及 Ho- 
Peritrophin2 的 1~5 个 CBD 中 ,每 个 CBD 长 约 57 ~ 
60 个 氨基 酸 ,日 含有 6 METAF AR (Cys) yk 
基 , 按 照 Shen 和 Jacobs-Lorena ( 1999 ) 的 预测 模型 , 
在 第 1 与 第 3、 第 2 与 第 6、 第 4 与 第 5 之 间 的 Cys 分 
别 形成 3 对 二 硫 键 ,以 维持 PM 重 日 的 稳定 性 。 其 
序列 可 以 用 通 式 CXis 6 CX, CX, CX,, CX, C 表示 
(图 2) ,这 与 绿 量 Lucilia cuprina 的 peritrophin-44 和 
peritrophin-48 的 保守 功能 域 CX, 4, CX; CX 
CX,, ,, CX, ,, C ŽW ( Tellam et al., 1999) ,与 粉 纹 
夜 蛾 的 CBP1 和 CBP2 LJ & f£ Tk Mamestra 
configurata McPMI 的 保守 功能 域 CX,, ,, CX, CX, 
CX CX, C 几乎 等 同 (Shi et al., 2004; Wang et al., 
2004), 不同 之 处 是 Ho-Peritrophinl 和 Ho- 
Peritrophin2 的 第 1 个 与 第 2 个 Cys 之 间 分 别 有 13 
和 16 TARII, m CBP1、CBP2 以 及 McPMI 的 
第 1 个 与 第 2 个 Cys 之 间 有 14 或 15 4-24 4E RR 
残 基 。 
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Fig. 1 


P1 表示 Ho-Peritrophinl ;P2 表示 Ho-Peritrophin2, ZRI 


line. The translation stop codon is indicated by the solid box. The chitin-binding domains are underlined. Disulphide bond regions within the chitin-binding 


domains are presented as grey background. The putative N-glycosylation sites are indicated in double-line boxes and the putative O-glycosylation site of Ho- 





MES: PARE Te PARP RREH cDNA. 94g T X6 EE SFAT 


GOTT GAC AGCAA TG AAGACAAC CAATOGATC T GAT CC AGATC C TCTTT TC GATTOTE C AGAAACC GAAGCC TTGTAC ATCCC AGAC AAAAC 











D. | x. SMS MV. K A2 D LL LLL DL A RES NS OY 


CTGTGAC c G TAC TAT TGAT GG TOG TGA AGATAGCAC C GAGG TTGATAGC AAT GAAG ACA ACAAT CUATCTOANC T AGAT CC TC TTTTCGA 
CAAT GAAGAC AACABIGGATC TGATCC AGAT CCTC TTTIC GA 





ATGTCC CAE GC GAAACTTTGTACATCCCAGACAAAACCGATTGTACCAAGTACTACGTCTGTGTTTACGGA AAACCGGTTOD ATE TTAC 
ATGTCCAGAGAGCGAAACTTT GTACATCCCAGACAAAACCGATTGTACCAAGTACTACGTCTGTGTTTACGG AAAACCGGTTGAATTT AC 
S D.C IL E Y Y V C VS Y : 

n ICCAGCT TUUS TTCATTACGATGGAATACTCTGGACATGCAACTATCCAGACCAAGTAACATGCGGAGTTTACGUACCACA ACAAAA 

TGTCCAGCTGGGCTTCATTACGATGGAATACTCT GGACAT GCAACTATCCAGACCAAGTAACATGCGGAGTTTACGCACCACAAGAAAA 
Te PA LG LL HY DG LL. W T C | 0 GY Y A P Q E 
T GGAGOAAGCGATGAAGAAGTTGAAACACCTGCTCCAGG. rr ATGICCTGCTGTAAACGGOGAGGTAGATGTCCT 
TOGOGAOGGAAGUOGATGAAGAAGT TGAAACAC C TOGCTCCAQGOTOGOCTGGTOC AATTGGATC ATG TOC TGCT GTAAACGGCGAGGTAGAT GT Cc Y 
N GG SD E E V E[T]P_ A P GA G A Log C N G E 3 Y 








T GC AAAC CT T G FAT GTGTOC GAC T ai C C G AGAA AC G T AAAC TOT cic C OTTO TG y AAGATAGC ACC C AGG TTGATAGC AA 
T GC AAACCTTO JAT GTGTGC GAC TGGC CC GAGAAC d E AA. AC TGTG p € C T ACTAT TGATGGTGGTGAAGATAGC ACCCAGGT TGAT: AGCAA 





1 G AAGACA ACÁ ATGGATCTGAC C CAGATCC TOT TT TCGAATGTCC AOAGAGTGAAGCT T TGTACAT TCCAGACAAAACCGA ITGTAC CAA 
TGAAGAC AAC AATGGATCTGACCCAGATCCTCTTTT CGAATGTCC AGAGAG T GAAGCTT TGTACATTCC AG ACAAAACC GATTGTACCAA 
ING Ss D P DP P d p À Y po l [oC 1 
GTACTACGTCTGTGTTTACGGAAAACCGGT TGAATTTAC TTG: ICCAGCTGGGCTTCRT TAC CNTGGAMPAOT C TEXT GC CIAO 
G FAC TAC GTCTG TG FTTAC GGAAAAC C GGT T GAAT TTACT TO. rec AGC TGGGC T TCAT TACGATGGAATACTC TGGACATGCAACTAT c C 

X i V H N 





AG J AC V AAGT AAC ATC CGG AGT T TAC GC AC CAC AAGAAGAAGOAGC AAGC GAT G AAGAAGTC GAAAC AC C T GCTC C AGGTC CT GGTGC AAT 
AGAC Y AAGTAACATOGC CA T FIAC GCACCACAAGAAGAAGGAGCAAGCGATGAAGAAGTUÜCGAAACACCTGCTCCAGGTCCTGGTGCAAT 


E AN CL YA P Q E EG A S D E E V ETIP A P G PG A 
AAT CATGTCCTGCTGTAAACOUCGAGGTAGATGTCCTTCTTCCCGATOCCGA AAACTGTGCTATCTTCTACAAATGCGACAATGGTGT 
TGOGATCATGTCCTGCTGTAAAC GGC GAGG' TAGATGTCCTTCTTCCCGATGC c GA AAACTGTGCTATC CTTCTAC AAATGCGAC AATGGTGT 

e trs ase s a e e m o m m m VO e m o dol D. > Ci 





Y h V "v D f AM | D. p N V 


TAG T GATGG TGA. AGAT GENO A PY CE CE RAGAAGTTGAAAC AC C TOC TCC AGGAGC COGTOC S T TOGAT CATGTC C 


5 5 D G E D G E 5 E E E E E E E V B T. P A P G A 位 A i 
TAGTAGTGGTGGTAACAACAGCAATGAAGATGGCAGCATTAGCGGAGAAGTTCCAAGCACCGATGGTGATGCTACAGGTC C TC T TATTOG A 
5 d 5 G S No N E NO B D G s I 3 G E y P NN T D S. D A T Do P E 4A 


im € SC CC AGC AGAAGACGOU T T ATAT GEC ACAT AC ATC C C GORTAAAACCOACTGCACC AARTTCI AC G TC T GC G TACAC GGC ACCC CAGT 
MEN TEM AE AL DL ULL AL AL 2 là... ku 


N. me e t s n e e s e eas a a e a a e aee e s mmn P X. Y RO 
TAAC AAC AGCA AT GAAG 1 GG " AGC AT TAGCOG AGAAG T TCCAAGCACCGATG GTGAT oc TAC AGGIC CT C T TATTGA ATGCC C -AGC AGA 
GO N N S N E D G S I S G E WV P S T D G DA T GP NN E. 
AATIGAAGGOGOGACGUTTCTGAAAGTGAAGAAGAAGGTCAGCUCCTOGAQGOGTTUTGAAAATCCATGGGTTGG AGARTGTC c AGT, AGCATC AGA 
P U E S D QA 5 E, S B E E S m. P G S S EB ON Po wW GEN P We 








D A g E S E E B G Q P G G s E N P Ww N.E A L Y NM AX. D sal 
UITTTCTTTTITGGTGCGTOTGTGATATTICTTACAAAATTTATAATAAATAG TAAATAANT ATACAATOAGGG AT TGTTG TTAAAT ATG IT 
e T TACC c AGC AC jAGATGAT C CACAC AAGT TC TATAT T TGC GTC GGAAC AAC ACC CGT TGAACTGGAAT GCCCATC AAATC TTOT, ATT TGA 








D LL TA -Q NEM SERES NAVAS 
G à 7 C à T GT G T GAT ATTIC TT AC n AAAT TTATAATAAATAGTAAATAAATATACAATGAGGGATTGTTGTTAAATATGTTATTGTAGTTGTT 
ATTTATTCAATAAAQGGTACTGCTTIAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 


图 1  Ho-peritrophinl 与 Ho-peritrophin2 cDNA 核 苷 酸 序 列 及 其 推导 的 氮 基 酸 序列 


270 
89 
300 
119 
430 
149 
540 
42 
179 
630 
132 
209 
720 


ny 
prs 


239 
810 
312 
209 
900 
299 
402 
133 
990 
492 
329 


509 
1032 
343 
1620 
539 
1122 
373 
1710 
569 
1212 
403 
1800 
399 
1302 
433 
1890 
629 
1397 
463 
1980 
659 
1482 
477 
2070 
689 
1372 
2160 
719 
1633 
2250 
729 
2340 
2385 
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Nucleotide sequences of the cDNA for Ho-peritrophinl and Ho-peritrophin2 and their deduced amino acid sequences 


言 号 序列 为 波浪 线 所 示 ; 终 止 密码 子 在 实 方 框 内 显示 ; 几 丁 质 结 合 功能 域 为 下 划 线 所 
示 ; 二 硫 键 以 灰色 背景 所 示 ;N- 糖 基 化 位 点 为 双方 框 内 字体 所 示 ; Ho-Peritrophinl 的 0- 糖 基 化 位 点 为 虚线 所 示 , Ho-Peritrophin2 的 0- 糖 基 化 位 点 在 
虚 方 框 内 显示 。 图 4 同 。P1 indicates Ho-Peritrophin] and P2 indicates Ho-Peritrophin2. The potential polydenylation signal sequence is indicated by wave 


Peritrophinl is indicated in broken line and the putative O-glycosylation site of Ho-Peritrophin2 is indicated by the dotted box. The same for Fig. 4. 
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HoP1-CBD1 
HoP1-CBDP2 
HoP1-CBD3 
HoP1-CBD4 
HoP1-CBD5 
HoP1-CBD6 
HoP1-CBD7 
HoP1-CBD8 
HoP2-CBD1 
HoP2-CBD2 
HoP2-CBD3 
HoP2-CBD4 
HoP2-CBD5 
HoP1-CBD9 
HoP2-CBD6 


Consensus 


























图 2  Ho-Peritrophinl 与 Ho-Peritrophin2 几 丁 质 结 合 功 能 域 分 析 
Fig. 2 Analysis of the CBDs of Ho-Peritrophinl and Ho-Peritrophin2 
图 中 HoPl 和 HoP2 分 别 指 Ho-Peritrophinl 和 Ho-Peritrophin2, HoP1 and HoP2 in the figure indicate Ho-Peritrophinl and Ho-Peritrophin2, 


respectively. 


Ho-Peritrophinl 的 第 9 个 CBD 与 Ho-Peritrophin2 
的 第 6 个 CBD 氨基 酸 排列 完全 相同 ,与 其 余 几 个 
CBD 比较 发 现 ,都 只 含有 4 个 Cys, 这 与 已 报道 的 由 
6 个 保守 的 Cys 组 成 的 几 丁 质 结合 功能 域 明显 不 
同 , 它 们 只 含有 第 1,3,4,5 个 Cys, 缺少 第 2 和 第 6 
个 Cys, 因 此 与 由 6 个 Cys 组 成 的 几 丁 质 结合 功能 域 
相 比 ,这 类 CBD 缺少 了 由 第 2 与 第 6 个 Cys 形成 的 
二 硫 键 ,只 在 第 1 与 第 3、 第 4 与 第 5 个 Cys 之 间 形 
成 两 对 二 硫 键 。 

糖 基 化 位 点 分 析 表 明 ( 图 1) , Ho-Peritrophinl 在 
第 1 个 CBD 上 游 Asn, 处 ,第 2 个 CBD 与 第 3 个 
CBD 之 间 的 间隔 区 序列 Asn 处 ,第 4 个 CBD 与 第 
5 个 CBD 之 间 的 间隔 区 序列 Asn3y 处 各 有 一 个 N- 联 
糖 基 化 位 点 DNNG, Ho-Peritrophin2 在 第 1 个 CBD 
上 游 Asn; 处 ,第 2 个 CBD 与 第 3 个 CBD 之 间 的 间 
隔 区 序列 Asnes 处 各 有 一 个 N- 联 糖 基 化 位 点 
DNNG, Ho-Peritrophinl 在 第 5 个 CBD 与 第 6 个 
CBD 之 间 的 间隔 区 序列 Thr ib, 98 6A CBD 与 第 
7 个 CBD 之 间 的 间隔 区 序列 Thrw 处 ,各 有 一 个 0- 
联 糖 基 化 位 点 ,Ho-Peritrophin2 在 第 1 个 CBD 与 第 2 
个 CBD 之 间 的 间隔 区 序列 Thrs 人 处 ,第 3 个 CBD 与 
第 4 个 CBD 之 间 的 间隔 区 序列 Thryw 人 处 ,各 有 一 个 
0- 联 糖 基 化 位 点 。 

对 Ho-Peritrophinl 和 Ho-Peritrophin2 $% E4 WE UJ 
PES A3 T EDE , ERE E ERU ES SEL 8c EA ERI E FI E 
点 主要 位 于 CBD 内 部 ,其 CBD 的 间隔 区 几乎 没有 
发 现 珊 电 氟 基 酸 ( 精 所 酸 和 赖 氮 酸 ) 和 极 性 氨基 酸 
(CHAR EAR EAR ANAR E LIAE RIPE 2 
酸 ) ,这 与 McPMI 的 特点 基本 相似 (Shi et al., 


2004), 只 是 在 Ho-Peritrophinl 的 CBD 的 间隔 区 发 
现 4 个 酷 须 酸 和 2 个 色 氨 酸 , 在 Ho-Peritrophin2 的 
间隔 区 发 现 3 个 酷 氨 酸 和 2 个 色 氮 酸 ,这 些 寓 电 氢 
基 酸 和 极 性 妥 基 酸 都 是 胰 重 日 酶 和 胰 凝 乳 重 日 酶 的 
作用 位 点。 此 TE  Ho-Peritrophinl 和 Ho- 
Peritrophin2 P EJA IRE H B A R SE FLE H BEES 
作用 位 点 ,但 这 些 酶 切 位 点 被 几 丁 质 结合 功能 域 包 
围 , 而 免 受 中 上 肠 和 蛋 晶 酶 的 降解 ,这 对 于 PM EHAE 
含 重 日 酶 的 中 肠 环 境 中 发 挥 其 功能 是 非常 重要 的 。 
2.4 Ho-Peritrophin 与 已 知 PM Æ Á CBD 间 的 保 
守 性 分 析 及 聚 类 分 析 

利用 DNAMAN 对 Ho-peritrophinl 前 8 个 CBD, 
Ho-peritrophin2 前 5 个 CBD 与 TnIIM22, McPMI, 
TnCBP1 ,TnCBP2 ,SfPM1 的 CBD 的 cDNA 序列 比 对 
分 析 发 现 ,它们 都 含有 6 个 保守 的 Cys (RRI 
出 ) 。 聚 类 分 析 结 打 表 明 ( 图 3) ,15 种 PM EATA 
聚 为 3 类 ,埃及 伊 蚊 Aedes aegypti 的 4 FHR E H AE 
同一 种 昆 忠 的 ,相似 性 最 高 , 聚 类 在 一 起 ; 粉 纹 夜 蛾 、 
售 带 夜 蛾 和 甜 茉 夜 蛾 3 种 鳞 计 目的 5 BiU S ERAS 
在 一 起 ; Ho-Peritrophin]、Ho-Peritrophin2 与 MecPl ， 
TnCBP1 ,TnCBP2 和 S£P1 3x 6 种 PM 和 恒 白 中 只 含有 
几 丁 质 结合 功能 域 ,没有 粘 和 蛋白 结 合 功能 域 , 相 似 性 
最 高 , 聚 类 在 一 起 ,然后 与 埃及 伊 蚊 的 4 PEH RE 
类 在 一 起 。 


3 讨论 


本 人 研究 成 功 构 建 了 华北 大 黑 鳃 金鱼 的 中 肠 
cDNA 表达 文库 ,用 棉铃 虫 围 食 膜 重 白 抗 体 进 行文 库 


1 期 周 洪 旭 等 : 华北 大 黑 鳃 金色 两 种 围 食 膜 重 日 cDNA. 94g T X6 EE 3:21 2T 15 


100% 80% 60% 40% 20% 
LL | | | 


TnIIM22 

TnIIMI4 

McMUCIN 

Se IIM-8 

SeMUCIN 

AalMUCHa m27 

AaIMUCRub3 

AalMUCRock43 

AaIlMUCMI 

HoP1 

HoP2 

McP1 

TnCBP1 

Tn CBP2 

SfP1 

图 3 Ho-Peritrophin1, Ho-Peritrophin2 与 
几 种 PM EARKI 
Fig. 3 The clustering analysis of Ho-Peritrophinl, 
Ho-Peritrophin2 and other PM proteins 

TnIIM22 : 粉 纹 夜 蛾 肠 精 蛋白 Trichoplusia ni insect intestinal mucin 
IIM22; TnIIMI4: 35 2t TE 5 d SE T. ni insect intestinal mucin 
IIMI4; MeMUCIN: $È rr EI Mamestra configurata insect 
intestinal mucin; SelIM-8: 甜菜 夜 蛾 肠 粘 蛋白 Spodoptera exigua insect 
intestinal mucin IIM-8; SeMUCIN: 4H 3E 7 ik AE S exigua 


intestinal mucin; AaIMUCHam27: J& A Bg m E & Rž} EA 
IMUCHam27 Aedes aegypti-clone IMUCHam27 mucin-like peritrophin; 


AalMUCMI : 埃及 伊 蚊 围 食 膜 类 粘 和 蛋白 的 蛋白 IMUCMI A. aegypti- 
strain MOYO-R mucin-like protein; AaIMUCRock43 : 埃及 伊 蚊 围 食 膜 
Z& Ah Æ M IMUCRock43 A. aegypti-clone IMUCRock43 mucin-like 


peritrophin; AaIMUCRub3 : 埃及 伊 蚊 围 食 膜 类 粘 蛋 白 IMUCRub3 A. 
aegypti-clone IMUCRub3 mucin-like peritrophin; HoP1: 华北 大 黑 蚀 金 
fa, Holotrichia oblita peritrophin 1; HoP2: JLK EHA fe H. oblita 
peritrophin 2; McP1: 和 蓓 带 夜 蛾 M. configurata peritrophin 1; TnCBP1 : 
粉 纹 夜 峨 不 ni CBP1; TaCBP2: 粉 纹 夜 蛾 TT ni CBP2; SfP1: 草地 贪 
夜 蛾 围 食 膜 蛋 白 1 Spodoptera frugiperda peritrophin membrane 


protein 1. 


fifi Jc , EA AEGEA R IB az fe T3] 7 , Fe] Ex RES TE 
2E , RR , DSL EE ELAR s f, B R RH, a 
人 碎 的 围 食 膜 与 土壤 颗粒 混在 一 起 ,很 难 获得 大 量 干 
滔 的 围 食 膜 。 笔 者 在 实验 过 程 中 ,也 曾 制 备 华北 大 
黑 鳃 金鱼 围 食 膜 蛋白 抗体 ,但 制备 的 抗体 不 纯 , 效 价 
低 。 用 本 实验 室 已 制备 的 棉铃 虫 围 食 腊 蛋白 抗体 与 
PIRRE ERRE H Western blot 结果 表明 
两 者 有 交叉 反应 (结果 未 列 出 ) ,因此 本 人 研究 用 棉铃 


RES IRE H pih i T ERR SE fa t 
cDNA X JE, 

应 用 BLAST 比 对 发 现 , Ho-Peritrophinl 5555 2X. 
BUR CBP2 相似 性 为 21. 9% , 期望值 下 [Oy 9 x 
10 ^? , Ho-Peritrophin2 与 粉 纹 夜 蛾 CBP2 相似 性 为 
19.1% ,E 值 为 1 x 10 ^, E 值 表 示 由 随机 情况 产 
生 的 比 对 匹配 结果 达到 相同 位 计 分 时 的 次 数 ,E THE 
越 低 ( 即 越 接 近 于 0) ,意味 着 序列 之 间 的 相似 性 越 
大 , 且 目 标 序 列 与 查询 序列 具有 同 源 性 这 一 论断 越 
可 信 ,一 般 卫 值 小 于 10 一 ,可 认为 目标 序列 与 查询 
序列 属于 同 源 物 。 本 研究 中 Ho-Peritrophinl , Ho- 
Peritrophin2 与 粉 纹 夜 蛾 CBP2 H E 值 均 非 常 接 近 于 
0 ,说 明 Ho-Peritrophinl , Ho-Peritrophin2 与 粉 纹 夜 蛾 
CBP2 的 同 源 性 很 高 ,而 相似 性 相对 较 低 ,说明 Ho- 
Peritrophinl 和 Ho-Peritrophin2 是 两 种 新 型 的 PM 
重 日 。 

糖 基 化 对 于 PM 有恒 日 在 富 含 重 日 酶 的 中 肠 环 境 
中 发 挥 保护 功能 具有 重要 生理 意义 。 多 聚 糖 侧 链 通 
过 糖 基 化 位 点 与 PM 重 日 结合 形成 高 度 伸展 缠绕 结 
FJ ,以 保护 PM 蛋白 不 被 中 肠 和 蛋白 酶 降解 (Wang and 
Granados, 1997 ), Ho-Peritrophinl , Ho-Peritrophin2 
含有 2 ~3 个 N- 联 糖 基 化 位 点 ,不 象 粘 蛋白 那样 含 
有 丰富 的 0- 联 糖 基 化 位 点 ,只 含有 2 个 0- 联 糖 基 化 
位 点 。 这 种 含有 少量 糖 基 化 位 点 的 PM 和 蛋 日 ,之 所 
以 能 够 在 富 售 重 日 酶 的 中 肠 环 境 中 发 挥 生理 功能 ， 
这 可 能 是 因为 :(1)CBD 的 间隔 区 不 含有 或 只 含有 
极 少 的 胰 重 日 酶 和 胰 凝 乳 重 日 酶 的 作用 位 点 ;(2) 
位 于 CBD 内 部 的 酶 作用 位 点 受到 CBD 内 部 二 硫 键 
的 保护 ,而 减少 了 其 雄 露 于 中 肠 和 蛋白 酶 的 机 会 ; (3) 
PM 和 蛋白 与 几 丁 质 的 紧密 结合 进一步 避免 了 重 白 酶 
对 PM Æ E BS Ef ( Wang et al.，2004)。 因 此 和 蛋白 
酶 作用 位 点 主要 位 于 CBD 内 部 以 及 具有 多 几 丁 质 
ZI BE n] BE ete P f t. EL DJ BEL] PM EH BE TE 
富 含 借 日 酶 的 环境 中 发 挥 作用 的 一 种 重要 机 制 。 

到 目前 为 至 ,已 鉴定 的 几 种 昆虫 PM 和 蛋白 可 以 
分 为 3 类 ,第 1 类 既 含 有 多 几 丁 质 结 合 功 能 域 
(CBD) ,也 含有 烙 和 蛋白 结构 域 (mucin domain ) ,如 
TnIIM22 ,TnIIM14 , McMUCI 和 SeIIM-8; 2$ 2 类 只 合 
有 多 几 丁 质 结 合 功能 域 ,如 CBPI, CBP2 和 McPMI ; 
第 3 类 具有 与 几 丁 质 脱 乙酰 酶 相似 的 功能 域 (chitin 
deacetylase-like domain) 如 TnPM-P42 ( Wang et al., 
1997 , 2004; Shi et al., 2004; Guo et al., 2005) 。 本 
ACB UTER JI EI EREM y Ho-Peritrophinl 和 Ho- 
Peritrophin2 两 种 PM 有 蛋 日 ,只 含有 多 几 丁 质 结 合 功 
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能 域 ,不 含有 粘 重 日 结构 域 ,因此 属于 第 2 类 PM E 
日 ,但 与 以 往 发 现 的 第 2 类 PM 蛋白 有 所 不 同 :(1) 
粉 纹 夜 蛾 CBP1、CBP2 PIi ir AR McPM1 的 一 个 明 
显 特点 是 在 McPMI 每 一 个 CBD 上 游 的 第 9 和 第 11 
位 置 上 都 有 一 个 Cys, 其 通 式 是 C^ NC (N/D) 
PXEAPXIcys, , CBPI 、CBP2 在 部 分 CBD 的 上 游 也 有 
1 ~2 个 额外 的 Cys, 这些 额 外 的 Cys 可 能 在 发 挥 
CBD 的 几 丁 质 结 合 活性 时 起 重要 作用 ,或 有 助 于 多 
个 CBD 通过 分 子 内 二 硫 键 在 几 丁 质 纤 丝 上 的 定位 
(Shi et al., 2004; Wang et al., 2004); 而 Ho- 
Peritrophinl ,Ho-Peritrophin2 的 CBDs 上 游 并 没有 发 
现 额外 的 Cys;(2) 几 了 丁 质 结合 功能 域 一 般 由 6 个 保 
守 的 Cys 组 成 ,并 在 功能 域内 部 形成 3 对 二 硫 键 ,为 
外 在 绿 量 peritrophin-30 和 peritrophin-55 中 含有 包 
括 8 个 Cys 的 peritrophin-B 几 丁 质 结合 功能 域 
( Tellam et al., 1999) 。 而 本 研究 中 发 现 的 两 种 PM 
EHRE CBD 只 含有 4 个 Cys ,恰好 缺少 了 第 
2、 第 6 个 Cys, 只 在 第 1 与 第 3、 第 4 与 第 5 个 Cys 之 
间 形 成 两 对 二 硫 键 ,尚未 知 这 种 CBD 与 由 6 个 或 8 
个 Cys 组 成 的 CBD 功能 作用 是 否 有 差异 。 华 北大 
黑 鲁 金色 PM 有恒 日 万 性差、 多 人 碎 的 特点 是 否 与 以 上 
两 个 特点 有 关 ,有待 于 进一步 研究 。 

Æ x i xc 到 的 Ho-Perirophil 和 Ho- 
Peritrophin2 两 基因 是 一 类 新 型 基因 ,但 均 未 检测 其 
5' 端 。 下 一 步 工 作 将 利用 Clontech 的 SMART" 
RACE cDNA Amplification Kit, 设 计 特 异性 引物 , 进 
ÍT 5'RACE ,对 两 个 围 食 膜 蛋白 基因 进行 5' 端 基因 
的 扩 增 ,以 获得 其 全 长 cDNA ;为 一 方面 将 继续 制备 
华北 大 黑 鳃 金 包 围 食 膜 蛋白 抗体 , MAREK 
cDNA ,进行 功能 研究。 
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